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RESUMO

RIBEIRO, C. M. Estudo protebmico de vermes adultos machos e fémeas de
Schistosoma mansoni. 2011. 90p. Dissertagcao (Mestrado em Ciéncias) - Instituto de
Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2011.

A esquistossomose € uma doenga tropical negligenciada que atinge cerca de 200
milhdes de pessoas em todo o mundo, abrangindo a América, a Africa, as Antilhas, o
Oriente Médio e Proximo, além do Sudeste Asiatico. A espécie encontrada no Brasil
€ a Schistosoma mansoni, onde se tem como tratamento tipico a administragao do
Praziquantel ou da Oxamniquina. No entanto, sua caracteristica de infeccéo se
associa a saneamento basico precario e baixos padrdes socio-econdmicos, de
maneira que a reinfeccido de doentes apresenta altas taxas de ocorréncia, o que
motiva a busca por farmacos ou vacinas antihelmiticas que superem esta
dificuldade. Neste trabalho sdo utilizadas técnicas protedmicas para a identificagao
de proteinas que estejam potencialmente envolvidas na diferenciagdo entre os
sexos, na interacao entre parasitas de diferentes sexos ou com o hospedeiro. Sao
estudadas preparacdes de amostras de sincicio e vermes inteiros adultos machos e
fémeas por eletroforese bidimensional e fracdes de baixo peso molecular de sincicio
de vermes adultos machos e fémeas por gel-LC. A expressao diferencial de
proteinas de sincicio investigada por gel-LC foi avaliada por analise estatitica, sendo
detectadas 5 proteinas mais abundantes em machos e 2 em fémeas, além de 6
proteinas identificadas somente em machos e 21 somente em fémeas. Estas
informacbes de expressao diferencial possibilitam a investigacdo dos recursos de

sobrevivéncia e reproducao desenvolvidos evolutivamente por estes parasitas.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni. Protedmica. Sincicio. Baixo peso molecular.

Expressao diferencial.






ABSTRACT

RIBEIRO, C. M. Proteomic studies of male and female Schistosoma mansoni adult
worms. 2011. 90p. Dissertagcao (Mestrado em Ciéncias) - Instituto de Fisica de Sao
Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2011.

Schistosomiasis is a neglected tropical disease that affects approximately 200 million
people around the world, occurring in America, Africa, the Antilles, Middle East and
Near East, besides Southeast Asia. The species found in Brazil is Schistosoma
mansoni, the typical treatment being administration of either Praziquantel or
Oxamniquine. Although, the infection characteristics of this disease is associated with
poor sanitation and hardened socio-economic conditions, resulting in high reinfection
rates, which motivates the search for antihelmintic drugs and vaccines that overcome
this situation. In this study proteomics techniques are used in the search of proteins
potencially involved in the differentiation of individuals of both sexes, in the
interactions between them and between the worms and the host. Samples of worm
syncytium and adult whole worms of both male and female are studied by two-
dimentional electrophoresis, while low molecular weight syncytium proteins from
male and female adult worms were investigated by gel-LC. The differential protein
expression in the syncytium investigated by gel-LC was analyzed statistically, being
detected 5 proteins most abundant in males, and 2 in females, while 6 were identified
solely on males and 21 on females. The information concerning protein differential
expression allows the investigation of survival strategies developed evolutionarily by

these parasites.

Keywords: Schistosoma mansoni. Proteomics. Syncytium. Low molecular weight.

Differential expression.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO

1.1 Schistosoma mansoni

Schistosoma mansoni € um membro da familia Schistosomatidae, classe
Trematoda, subclasse Digenea, sendo o principal agente etiologico da
esquistossomose, doenca crénica que atinge humanos. Das espécies de
Schistosoma que habitualmente parasitam o homem, somente o S. mansoni existe
na América, sendo encontrado ainda na Africa e nas Antilhas; as outras espécies
existentes sdo S. haematobium que se concentra em paises da Africa e Oriente
Médio e Préximo e S. japonicum, que se situa principalmente na China, no Japéo, e
no Sudeste Asiatico (1).

A doenca é endémica em 74 paises em desenvolvimento, infectando cerca de 200
milhdes de pessoas. H4 uma estimativa de 500 a 600 milhdes de pessoas em risco
de infecgao (2).

O contato direto com agua portando a forma livre-natante do ciclo de vida do
parasita, denominada cercaria, é a forma de infec¢ao por Schistosoma spp (3). Esta
caracteristica de infeccdo dificulta o controle da parasitose, uma vez que o contato
recorrente com aguas contaminadas em regides endémicas mantém a prevaléncia
em niveis altos. No Brasil, em particular, o clima tropical favorece a existéncia de
ambientes aquaticos adequados a criadouros naturais de caramujos Biomphalaria
spp, hospedeiros intermediarios do parasita (1). No entanto, a necessidade da
presenca de fezes contendo ovos viaveis para a existéncia do ciclo de infecgao
ressalta a caracteristica de doenga associada a saneamento basico precario e
baixos padrbes socioeconémicos (1).

Os vermes do género Schistosoma apresentam um complexo ciclo de vida,
compreendendo o ambiente aquatico e dois hospedeiros, sendo o homem seu
hospedeiro definitivo. Como o primeiro platelminto a ter seu genoma sequenciado,

se apresenta como organismo promissor em pesquisas evolutivas, incluindo a
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simetria bilateral e o inicio do desenvolvimento de tecidos em 6rgdos como marcos
(4). Ao contrario de outros trematddeos, sdo didicos, sendo ainda um dos niveis
taxondmicos mais baixos a apresentar monogamia (5). O ciclo de vida do parasita e

suas formas intermediarias é apresentado na Figura 1.

ﬂ= Infective Stage
A= Diagnostic Stage

Cercarnae released by snail
|nto water and free-swimming
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G C venous plexus of bladder

Figura1 - O ciclo de vida de Schistosoma spp (6).

As cercarias penetram pela pele, abandonando sua cauda bifurcada e tornando-
se esquistossdmulos; em seguida, adentram os vasos capilares e linfaticos e
dirigem-se aos pulmdes. Em questdo de alguns dias, ocorre migracdo dos
esquistossébmulos ao sistema porta hepatico, onde amadurecem e iniciam o
caracteristico pareamento entre machos e fémeas. Os vermes adultos ja pareados
migram para as veias mesentéricas superiores, onde permanecem a partir de entdo
(3,7).

De 4 a 6 semanas apos a infecgao, inicia-se a deposicdo de ovos, contabilizando
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algumas centenas por dia. Os ovos sao depositados no lumen venal, a partir de
onde acabam depositando-se nos tecidos do hospedeiro ou sendo eliminados nas
fezes. Os ovos que atingem o figado do hospedeiro causam uma reagao imune que
da origem a formagdo de granulomas e fibrose peri-portal. Os ovos liberados ao
ambiente dao origem a miracidios, que infectam o caramujo Biomphalaria spp. Apos
duas geragdes de esporocistos no caramujo, cercarias produzidas assexuadamente
séo dispersas no ambiente, fechando o ciclo de infecgao (3,5).

Um medicamento efetivo contra Schistosoma sp, o Praziquantel, ja apresenta 20
anos de utilizagdo, com eficacia comprovada e efeitos colaterais brandos, ao
contrario dos medicamentos disponiveis anteriormente. No Brasil, além do
Praziquantel, é utilizada ainda a Oxamniquina, efetiva unicamente contra S. mansoni
(5). No entanto, juntamente com o sucesso obtido no tratamento, as limitagdes da
quimioterapia também tornaram-se evidentes, avolumando argumentos para o
desenvolvimento de uma vacina antihelmintica. O tratamento em massa tem sido a
abordagem padrdo em areas endémicas; no entanto, a reinfecgdo nao é coibida pelo
tratamento, de maneira que a prevaléncia nestas areas pode retornar aos niveis
anteriores de 6 a 8 meses, verificando-se ainda expansao das areas afetadas (3).
Além disso, ja foram detectadas cepas resistentes ao medicamento (8-9) e uma
possivel selecdo de cepas resistentes ou tolerantes a droga pode explicar a baixa
taxa de cura de pacientes no Senegal (10).

Diversas caracteristicas especificas deste organismo podem ser utilizadas na
busca por vacinas ou como ponto de partida para uma investigagdo detalhada sobre
este organismo. Entre elas se destacam a interdependéncia entre os sexos, a

presenca de um tegumento sincicial e um genoma com caracteristicas particulares.

1.1.1 Caracteristicas de filo e classe

Como platelmintos, os esquistossomos sao triploblasticos e acelomados,
apresentando o tubo digestério como cavidade interna (11). Nao apresentam sistema

esquelético, respiratério ou circulatério, e seu sistema digestivo € incompleto,
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apresentando somente a boca como abertura para o meio externo (1,11),
absorvendo nutrientes do meio circundante e expelindo que nio é absorvido pela
boca.

Na classe trematoda se incluem os platelmintos que parasitam moluscos ou
vertebrados (11), e que por isso apresentam um tegumento sincicial, ou seja, uma
camada protetora composta de tecido multinucleado sem divisdes celulares. Além da
protecdo ao ambiente hostil que é o corpo de seu hospedeiro, a estrutura sincicial
facilita o transporte de substancias na auséncia de sistemas mais complexos.

Os trematddeos sao caracterizados pela presenga de ventosas, que lhes
conferem a capacidade de fixagdo e sdo em geral hermafroditas, ao que os
esquistossomos constituem excegao, sendo didicos. Os trematddeos que incluem os
humanos em seu ciclo de vida se encontram na subclasse Digenea e se encontram

classificados de acordo com o alvo afetado pelo parasita (12).

1.1.2 Caracteristicas de género e espécie

S. mansoni sao parasitas do sangue em humanos e vivem no sistema porta
hepatico, a via de transporte de nutrientes absorvidos nos intestinos rumo ao figado.
Pela grande disponibilidade de nutrientes, este habitat se mostra promissor ao
parasitismo; no entanto, apresenta como inconveniente a necessidade dos parasitas
que ali se instalam serem capazes de se mover contra a corrente sanguinea, de
maneira que eles possam atingir os capilares das paredes intestinais para a
deposicdo de seus ovos, que assim podem ser expulsos com as fezes do
hospedeiro e se disseminar no meio externo (13).

A exigéncia da forca para vencer a corrente sanguinea e da constituicdo delgada
para atingir capilares se manifesta no dimorfismo sexual apresentado pelos
esquistossomos (13), sendo os machos robustos e com musculatura desenvolvida
para locomogéo e as fémeas delgadas para a otimizagéo da oviposigéo (14).

A especializagao sexual fica bem evidente na constituicio fisica dos parasitas,

sendo caracteristico o canal ginecoforo no qual cada macho abriga uma fémea, apos
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a migragao até o sistema porta hepatico (15).

O fato de viverem permanentemente pareados apds a infecgcdo do hospedeiro
definitivo tem alguns motivos, e o principal deles diz respeito a maturidade sexual da
fémea: ela s ocorre e se mantém uma vez que a fémea se encontre pareada com
um macho (15-16), ndo sendo a reciproca verdadeira em relagdo ao macho (17).
Esse fato sugere que sinalizagdes quimicas originarias do macho sejam
responsaveis pela inducdo de processos celulares na fémea, que desenvolvem
aspectos particulares de sua biologia, como o ovario e a glandula vitelina, enquanto
outras partes nao sao afetadas, como o utero, o oviduto e o duto vitelino (17).

Este resultado é significativo, uma vez que a deposicdao dos ovos, além de
constituir o maior dano associado a doencga, representa a maior possibilidade de
interrupgao do ciclo de vida dos esquistossomos.

Outra caracteristica marcante deste animal é o tegumento vivo que lhe serve de
revestimento, uma estrutura celular dindmica, constituida de diversas camadas e
potencialmente envolvida na nutricdo, evasdo imune, modulagdo, excrecao,
osmorregulagdo, recepcédo sensorial e transdugcdo de sinais (18). A protecao
conferida pelo tegumento é atestada pela longevidade dos esquistossomos no
sistema circulatério: Fulford estima um tempo de vida de 5,7-10,5 anos de
esquistossomos vivendo em hospedeiros humanos no Quénia (19).

Este tecido especial é limitado na superficie basal por uma membrana plasmatica,
e na superficie apical por uma camada heptalaminada, formada por secrecdo de
material membranoso, com a capacidade de se ligar a proteinas do hospedeiro,
denominada membranocalix (18,20). Acredita-se que esta camada seja renovada
continuamente pela atuagdo de corpos discoides e vesiculas multilaminadas
presentes nos corpos celulares na camada submuscular e transportadas através de
conexdes citoplasmaticas com o tegumento (20). A capacidade de se ligar as
proteinas do hospedeiro se apresenta como um mecanismo de evasao do sistema
imune, uma vez que este ndo reconhece o parasita como ameaca.

Outra caracteristica especifica de parasitas Schistosoma spp € apresentar um
genoma atipico, contendo uma série de micro-exons, ou MEGs, que sao sequéncias
codificantes de proteinas de extensao bastante reduzida. Enquanto ja foram

identificados micro-exons dispersos em genomas de outros organismos (21), em
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Schistosoma spp eles se destacam por representar 75% da sequéncia codificante,
contendo de 6 a 36 bases cada (4).

Um estudo realizado por DeMarco et al (22) sugere um mecanismo para a
geracao de produtos de expressdo variaveis através de splicing alternativo das
sequéncias de MEGs. Estas sequéncias foram avaliadas computacionalmente, e
apresentam em sua codificacao peptideos sinalizadores de proteinas secretadas ou
situadas em membranas, ndo apresentando homologia em outros géneros. A
relevancia disso reside no fato de mecanismos similares de variabilidade de
expressao génica existirem em protozoarios, com a finalidade de evasao do sistema
imune do hospedeiro (22); a identificagcdo destas sequéncias como um recurso
especifico da espécie como interacdo entre parasita e hospedeiro através da
secregao de proteinas traz a tona um alvo significativo de investigagao
parasitoldgica.

A identificacdo de antigenos relevantes, a serem formulados de maneira que a
administracdo induza uma resposta imune, constitui o trabalho de buscas por uma
vacina antihelmintica; no que tange a S. mansoni, as proteinas secretadas pelo
parasita e expressas em sua superficie sdo os alvos mais promissores (23). A atual
disponibilidade do genoma de S. mansoni (4) permite a realizagdo de estudos
relacionados a sua biologia, assim como a busca por genes que representem
componentes-chave de seu desenvolvimento, diferenciagéo e parasitismo (24).

A busca in silico por sequéncias que codificam antigenos relevantes constitui uma
atividade demorada e relativamente ineficiente, uma vez que a deducédo de ORFs a
partir do genoma de eucariotos constitui uma atividade n&o-trivial, devido ao splicing
de mRNA; além disso, a complexidade do ciclo de vida do parasita aponta
expressdo génica distinta em cada estagio, dificultando andlises genémicas. Neste
contexto, a protebmica se apresenta como uma ferramenta atraente, possibilitando a
comparagao diferencial da expressao entre os diversos estagios de desenvolvimento
do parasita, entre os parasitas de sexos distintos e entre a superficie exposta ao

hospedeiro e o restante do parasita (24).
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1.2 Protedmica

O proteoma consiste no complemento protéico expresso a partir de um genoma, e
a protebmica diz respeito a analise sistematica do perfil protéico de um dado
organismo, célula ou tecido, em um momento particular e sob determinadas
condigcdes (25-26).

O estabelecimento de grandes bancos de dados com DNAs sequenciados
demanda ferramentas adicionais para que se possa relacionar os genes aos agentes
ativos de uma célula, as proteinas, e suas respectivas fungbes. Isso porque a
existéncia de um quadro de leitura aberto (ORF) ndo implica diretamente a
existéncia de um gene funcional, dai a importancia da protebmica na anotagdo do
genoma. Ainda, a sequéncia sozinha nao deixa explicita a existéncia de isoformas e
modificagdes pos-tranlacionais, o que se verifica em estudos protedmicos (27-28).

Proteinas s&o macromoléculas contituidas de residuos de aminoacidos
conectados entre si por meio de ligagbes covalentes denominadas ligagdes
peptidicas. Como cada aminoacido apresenta, além de sua cadeia lateral
caracteristica, um grupo carboxila e um grupo amina, uma vez que estes grupos
sofram hidrélise na formagao de uma cadeia polipeptidica, é possivel identificar cada
extremidade como amino-terminal ou carboxi-terminal. Os grupos terminais de uma
cadeia polipeptidica conferem-lhe um carater anfotérico, podendo atuar como
aceitador de prétons ou como doador de prétons, dependendo do pH do meio em

que se encontram (26).
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Figura2 - Formacgado de uma cadeia polipeptidica (26).
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Ja a cadeia lateral de cada aminodacido apresenta caracteristicas préprias, sendo a
principal delas, sua forma de interagdo com a agua, podendo ser desde apolares e
hidrofobicas a polares e hidrofilicas. A carga total de um peptideo é resultado das
cargas existentes nos grupos terminais e nas cadeias laterais. Assim, pode-se definir
como ponto isoelétrico pl, o pH no qual a carga total de uma proteina se torna nula.

Abaixo deste pH, a carga do peptideo se torna positiva, e acima dele, negativa (29).
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Figura 3 - Exemplos de carga elétrica de um peptideo em fungao do pH ambiente (29).

1.2.1 2D-PAGE

A primeira tecnologia protedmica a se estabelecer foi a eletroforese bidimensional
em gel de poliacrilamida, 2D-PAGE, que se aproveita do carater anfotérico das
proteinas para realizar a separacdo de uma mistura de proteinas em duas
dimensdes distintas: o pl na primeira dimensdo e a massa molecular na segunda

dimenséo (29).
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Figura4 - Esquema de um experimento de 2D-PAGE mostrando a esquerda a primeira
dimensao, IEF, no centro a segunda dimensao, SDS-PAGE, e a direita um gel
bidimensional com uma amostra separada segundo estas duas dimensodes
(29).

7

A primeira dimensdo é denominada isoeletrofocalizacdo, ou IEF, e consiste
basicamente na aplicagcdo de um campo elétrico a uma fita de gel polimerizado
consistindo de um gradiente de pH imobilizado. Uma vez que uma amostra esteja
uniformemente depositada ao longo de um gradiente de pH, ocorre migragdo das
proteinas carregadas até que atinjam seu pl (29).

A segunda dimensdo compreende a separagao das proteinas em gel desnaturante
de acordo com seu tamanho, ou massa molecular. Para evitar que a migragéo nesta
dimensao seja afetada pela carga de cada proteina, tanto o gel quanto a amostra
sao saturados com SDS, que forma complexos anibénicos com as proteinas da
amostra e mascara sua carga, pois resulta em complexos com aproximadamente a
mesma raz&o de carga por unidade de massa. Uma vez que as ligagdes dissulfeto
existentes sejam quebradas com DTT e bloqueadas com IAA, a migragdo sob agao
de um campo elétrico ocorre em fungao do peso molecular de cada proteina. Uma
vez concluidas as duas dimensdes, o resultado € um gel no qual cada spot protéico
separado por eletroforese representa potencialmente uma unica proteina (29).

No contexto da protedmica, 2D-PAGE é utilizado como ferramenta comparativa
entre os niveis de expressao de determinadas proteinas em grupos de amostras

distintas, servindo para a identificacdo de biomarcadores. Apesar de ter se firmado
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como técnica padrdao em estudos protedmicos, apresenta uma limitacao basica, que
€ o fato de apresentar resultados puramente quantitativos. Além disso, dificuldades
inerentes a reprodutibilidade na preparagao das amostras e nos procedimentos de
obtencgdo dos géis bidimensionais também se apresentam (30).

No entanto, as técnicas com separagao em géis bidimensionais sofrem ainda com
com outros problemas na separacao de proteinas: os spots obtidos nem sempre
dizem respeito a uma unica proteina, o alcance dinédmico é limitado, existe
dificuldade na deteccdo de proteinas pouco abundantes, assim como na de
proteinas hidrofébicas e com pl e massa molecular extremos. Soma-se a isso, a

dificuldade de automacgéo do processo e o custo inerente (27,31).

1.2.2 Espectrometria de massa

Apds a andlise de imagens e selegdo dos spots de interesse, estes devem ser
identificados e quantificados. A técnica que se tornou padrao para identificacdo de
proteinas foi a espectrometria de massa, pela sensibilidade de deteccdo, taxa de
acertos na identificagao e high-thoughput (27,30).

A identificacdo de proteinas por espectrometria de massa consiste basicamente
em duas abordagens: (i) o mapeamento de massas de peptideos, que se baseia em
MALDI, e (ii) a fragmentacao de peptideos, que utiliza o ESI (30).

Em qualquer das duas técnicas, a amostra a ser avaliada deve ser ionizada em
uma camara de vacuo, tornando-se suscetivel a campos eletromagnéticos. Cada
molécula fica sujeita a uma forga elétrica que faz com que ela migre de acordo com
sua razdo massa-carga, m/q. Esta medida permite a inferéncia da massa desejada,
em funcao do tempo de vOo executado.

Uma exigéncia desta medida é que os analitos estejam na fase gasosa, o que
impde uma restricdo a macromoléculas como proteinas. Uma solugéo para este
problema se apresentou com o advento do MALDI, que consiste em uma matriz
absorvedora de luz, na qual as amostras sao depositadas, e que recebe um pulso de

luz coerente, provocando ionizacdo e desor¢do das amostras. Antes de serem
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depositadas na matriz de ionizagdo-desor¢do, as proteinas excisadas dos géis
precisam ser digeridas em peptideos, que sdo de mais facil eluigdo e identificagdo
(28).

Outra solugéo para a necessidade de analitos na fase gasosa surgiu com o ESI,
em que a solucdo a ser analisada passa por uma agulha carregada submetida a um
potencial elétrico, de maneira que uma forga elétrica arrasta goticulas e as pde em
suspensdo. O solvente evapora em seguida, resultando em ions na fase gasosa
como desejado (26). O passo seguinte a vaporizagdo consiste na analise por um
espectrdmetro do tipo tandem, ou MS/MS, que apds dissociacdo enzimatica ou
hidrélise quimica identifica cada peptideo de uma mistura, isola-os um a um e os

fragmenta em camara com um gas inerte de colis&o.

1.2.3 Digestao

Como mencionado em 1.2.2, o processo de analise por espectrometria de massa
demanda a digestdo enzimatica dos peptideos. As enzimas que realizam este
processo sao denominadas proteases, e sua fungéo é facilitar a clivagem hidrolitica
das ligagbes peptidicas. Algumas proteases realizam clivagens em residuos
especificos, e sdo uteis na fragmentagdo prévia a analise por espectrometria de
massa, pois resultam em fragmentos com alta reprodutibilidade em séries de
experimentos. A tripsina, em particular, hidrolisa ligagdes nas quais o grupo carbonila

pertence a uma Lisina ou Arginina (26).

1.2.4 SDS-PAGE

Apesar do poder de resolucdo associado a 2D-PAGE, SDS-PAGE ainda pode ser
utiizada em ensaios protedbmicos associados a alguma técnica de purificagao,

fazendo o papel de pré-fracionamento. Talvez suas caracteristicas mais importantes
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sejam a facilidade de realizagédo, o baixo custo e a consequente popularidade em
laboratérios de biologia molecular, permitindo a separagdo no intervalo de 10 a
300kDa (27).

1.2.5 HPLC

Em vista das limitagdes inerentes a 2D-PAGE, em particular as diversas variaveis
que devem ser otimizadas e ajustadas para cada amostra distinta a ser investigada,
abordagens alternativas tém encontrado espaco; entre elas, a proteémica shotgun.
Em uma abordagem que ndo envolve a marcagdo de amostras com isopotos
estaveis, as amostras preparadas sao digeridas, separadas por cromatografia liquida
e analisadas por espectrometria de massa. Os resultados sdo analisados, sendo
identificados peptideos contidos nas amostras, seguindo-se algum tipo de
quantificacao e analise estatistica. A quantificacdo se baseia na amplitude dos picos
obtidos nos ensaios cromatograficos ou variagdes de intensidade ibnicas (31).

A cromatografia € um método de fracionamento que se utiliza de diferengas em
propriedades caracteristicas para a separagdo de proteinas, como sua carga,
tamanho ou afinidade por um ligante especifico. Uma variante mais moderna € a
HPLC, cromatografia liquida de alta performace, que usa bombas de alta presséo na
injecao das amostras e materiais cromatograficos de alta qualidade para a retencgao
das fragbes com as caracteristicas selecionadas, para o conjunto assegurar uma

pureza maior as fragdes retidas (26).

1.2.6 Analise Estatistica

Uma ferramenta necessaria a adequada descricdo destes resultados
experimentais € a analise estatistica. Em experimentos do tipo LC com ou sem

marcagbes com isétopos estaveis, a analise quantitativa pode utilizar o niumero de
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espectros MS/MS identificando peptideos de uma proteina como medida de
abundéncia, sendo denominado contagem espectral, SpC. Uma desvantagem no
uso deste parametro diz respeito ao tamanho especifico de cada proteina: quanto
maior ela for, mais fragmentos tém chance de ser identificados. A correcdo desta
diferenga é feita dividindo-se a contagem espectral de cada proteina ou peptideo
pelo comprimento de sua cadeia polipeptidica, dando origem ao fator de abundancia
espectral, SAF (32).

Como um conjunto de contagens se resume a um unico parametro, comparacdes
entre amostras sao feitas na forma de razdes, e, apesar de representar uma
condi¢cdo biologica, as analises estatiticas padrédo ndo se aplicam a razdes, pois
estas ndo representam populagdes no sentido estatistico. Zybailov propds entao
uma normalizacao seguida de transformacéo logaritmica de maneira a se obter uma
distribuicdo gaussiana destes dados, e permitir a utilizacédo de testes estatiticos (32).

A normalizacao é feita dividindo-se cada SAF pela soma dos SAFs obtidos no
mesmo experimento, dando origem ao NSAF, fator de abundancia espectral
normalizado:
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Para se obter uma condi¢do estringente de corte na comparagido entre duas
amostras, aplica-se a fungéo logaritmica, que define um limiar a partir do qual uma
variancia pode ser considerada auténtica. Assim, para uma amostra cuja regulagao
de determinada proteina deseje ser caracterizada como subexpressa ou

superexpressa em relacéo a outra, faz-se:

(NSAF, 1) _
1,5 = ].':'g:m = 1,5 (3)
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Um exemplo deste tipo de avaliagdo da expressao diferencial € mostrado nas
figuras a seguir. A figura 5 mostra os NSAFs calculados para 20 proteinas distintas, e
que se encontram representadas em duas amostras distintas. A figura seguinte,
figura 6, mostra a razdo entre os NSAFs de cada proteina, enquanto a figura 7
exprime o logaritmo na base 2 desta razdo. Observa-se pela figura 7 que duas
proteinas obedecem a condi¢ao estringente para as amostras avaliadas: a amostra 1
apresenta subexpressido da proteina 11 em relagdo a amostra 2, pois o logaritmo
correspondente ¢é inferior a -1,5; no entanto, a amostra 1 apresenta superexpressao

da proteina 14 em relacdo a amostra 2, pois o logaritmo calculado é superior a 1,5.

0,25 -
0,2 -
015 -
B HSAF,1
0,1 - B NSAF2
0,05 -
I:I -

1 2345678 91011121314151617181920

Figura 5 - Exemplo de NSAFs calculados para 20 proteinas em duas amostras distintas.
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Figura 6 - Razio entre os NSAFs das 20 proteinas para as duas amostras do exemplo
apresentado.

log2[(NSAF, 1)/(NSAF.2)]

171815 20

Figura7 - Exemplo da avaliagdo estatistica realizada para fins de comparagado da
regulacédo de expressado entre duas amostras, 1 e 2.
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CAPITULO 2 OBJETIVOS

O objetivo deste projeto € descrever proteinas diferencialmente representadas
entre parasitas machos e fémeas S. mansoni que estejam potencialmente
envolvidos na diferenciagcdo entre os sexos, na interacdo entre parasitas de
diferentes sexos ou com o hospedeiro. A fim de alcancar estes objetivos sao
utilizadas técnicas de protedmica para comparacdo de proteinas presentes no
tegumento, sincicio e vermes inteiros machos e fémeas, buscando proteinas
diferencialmente representadas entre os sexos. Foi realizado fracionamento prévio
dos parasitas, deste modo realizando uma amostragem mais detalhada das

proteinas que estejam na interface parasita-hospedeiro.
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CAPITULO 3 MATERIAIS E METODOS

Com o objetivo de identificar proteinas diferencialmente representadas em
individuos machos e fémeas de S. mansoni que possam apontar mecanismos de
interacdo entre os sexos ou com o hospedeiro, foram utilizadas técnicas de
protedbmica para investigar o conteudo protéico de vermes inteiros e fragdes tratadas
deste organismo.

Para a execugao do projeto proposto, foi inicialmente organizado um protocolo
geral (ANEXO 1) para a realizagdo de eletroforese em gel de poliacrilamida
bidimensional, 2D-PAGE, haja vista que esta técnica se encontrava em implantagao
no laboratério, e ndo havia disponibilidade de protocolos ja elaborados dentro do
grupo. A organizagdo deste protocolo foi efetuada com base em manuais dos

instrumentos disponiveis e artigos abordando a técnica na literatura (29, 33-34).

3.1 Obtencgéao de parasitas

Caramujos da espécie Biomphalaria glabrata foram infectados com 15
miracidios/caramujo através de exposigao direta dentro de placas de Petri, por duas
horas. Ao final de 6 a 7 semanas, as cercarias liberadas pelos caramujos foram
utilizadas para a infecgdo de camundongos ou de hamsters, inoculando-se ~150
cercarias/animal por via subcutanea. O tipo de infeccdo usada foi a bissexuada,
resultando em vermes adultos machos e fémeas. Os animais foram sacrificados ao
final de aproximadamente 45 dias. Os vermes adultos foram obtidos a partir de
perfusdo do sistema porta hepatico dos camundongos, usando-se solugao salina
fisiolégica acrescida de EDTA 0,15 %. Os parasitas foram lavados com salina para
descartar possiveis contaminantes do hospedeiro e mantidos em solugéo salina a 4

°C até o processamento de extragdo do tegumento.

O ciclo biolégico do S. mansoni é mantido no Instituto Adolfo Lutz, na Sec¢éo de
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Enteroparasitoses, e todos os detalhes pertinentes ao desenvolvimento,
manutencdo, infeccao e coleta dos materiais foram realizados sob a supervisao da

Dra. Cybele Gargioni.

3.2 Extracao de tegumento de verme adulto

Com o objetivo de induzir a liberagdo do tegumento, cerca de 2.000 parasitas
vivos machos e fémeas, foram incubados por 10 min a 37 °C em aproximadamente
10 ml de tampao salina-fosfato em um meio contendo KCI 2,7 mM, CaCl, 0,9 mM,
MgCl, 0,5 mM e inibidores de proteases: leupeptina (0,5 pg/ml), pepstatina (0,07
pg/ml), inibidor de tripsina (50 pg/l) e fluoreto de fenilmetilsulfonila (2 ug/ml). O
material foi submetido a agitagcdo em vortex por 10 segundos. Os vermes inteiros,
cujo tegumento havia sido liberado, foram removidos por decantagcéo e separados
para analise posterior. Qualquer particula macroscopica em suspenséao foi retirada
do sobrenadante com auxilio de pipeta Pasteur. O sobrenadante da decantacgéao foi
submetido a ultra-centrifugacédo a 100.000 x g, sendo separados o sobrenadante
sincicial e o sedimento tegumental. O precipitado foi homogeneizado em 300 a 400yl
de Tris-HCI 5 mM, pH 7,4, contendo sacarose 8 % e os ja indicados inibidores de
proteases, com o auxilio de um Potter-Elvehjem. As amostras foram estocadas em

nitrogénio liquido.

3.3 Preparacao de amostras do sincicio do parasita

As amostras de sincicio foram inicialmente estocadas a -80°C, descongeladas no

momento da utilizacdo e a elas foi adicionado um coquetel inibidor de protease
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(Sigma-Aldrich), segundo a propor¢ao sugerida pelo fabricante.

As amostras para 1D-LC foram concentradas em filtros Microcon Centrifugal Filter
Units (Millipore), com corte para 3 000 Da. A separacao por 2D-PAGE foi realizada
com fitas de 7cm de pH imobilizado em 3-10 NL (Immobiline™ DryStrip Gels, GE

Healthcare) e gel de poliacrilamida 12,5%.

As amostras de sincicio para 2D-PAGE foram preparadas a partir da precipitacéo
de proteinas com acido tricloro acético, TCA, a 10%. Um protocolo de precipitagcao
foi estabelecido a partir de (35-36). Apds a precipitacao e lavagem do precipitado a
amostra foi ressuspendida em solugao de reidratacdo da fita de pH imobilizado e
utilizada diretamente para o ensaio de isoeletrofocalizagdo. A separagao por 2D-
PAGE foi realizada com fitas de 7cm de pH imobilizado em 3-10 NL (Immobiline™
DryStrip Gels, GE Healthcare) e gel de poliacrilamida 12,5%; os géis foram corados

utilizando PlusOne Silver Staining Kit, Protein (GE Healthcare), protocolo D.

3.4 Preparacao de extratos protéicos de vermes adultos inteiros

Os vermes (~50 mg) foram lavados com solugdo salina tamponada com fosfato,
PBS, e homogeneizadas em aparelho manual do tipo douncer, em 1ml de solugao
de ureia 7M e tiureia 2M. Neste caso, dispensou-se o uso de inibidores de protease,
pois a presenca de uréia em alta concentracdo promove completa desnaturacédo de
proteinas e proteases. O homogenato foi centrifugado a 20.000g, 20°C, até

separacgao da fragao soluvel (~90 min).

3.5 Quantificagao de proteinas

Os ensaios de quantificagdo foram realizados utilizando-se o 2D Quant Kit (GE

Healthcare), conforme o protocolo sugerido pelo fabricante. Restri¢des sugeridas no
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manual 2D Electrophoresis também foram levadas em conta: para géis com largura
de 24cm e pH imobilizado na faixa 3-10 NL, recomenda-se 200-600ug de proteinas

para visualizagdo com corante Coomassie Blue e 30-60ug com coloragao de prata.

3.6 Protocolo de digestao

Um protocolo disponibilizado pelo laboratério de espectrometria de massa do
LNLS foi executado na digestdo com tripsina. Foram utilizadas as amostras descritas
nos itens 3.2 a 3.4, que foram submetidas a SDS-PAGE. Dos géis resultantes, foram
excisadas as bandas correspondentes aos pesos moleculares de 0-12kDa e 12k-
20kDa. Cada fracdo foi entdo submetida a reducdo e alquilacdo como descrito a
seguir: foi feita uma lavagem (3X) com 200ul de solu¢cao 25mM NHsHCO3; em 50%
ACN pH 8, seguindo-se agitagao por vortex. Apdés lavagem das fragbes com 200 ul
de ddH-0, a solucao foi descartada, sendo adicionado aos tubos 25ul de 10mM DTT
em 25mM NH4HCO;. Os tubos assim preparados foram submetidos a vortex e
incubados a 56°C por 1h em banho seco. Apds o descarte desta solucao, adicionou-
se 25ul de 55mM de IAA, agitando-se os tubos manualmente, ao que se seguiu
incubacao por 45min em ambiente escuro. Descartada esta solucdo, as fracoes
foram lavadas (3X) com 200ul de ACN 50% em 25mM NH4HCO3; e em seguida com
ddH20. Finalmente, foi adicionado100ul de ACN 100% seguindo-se incubagao por 5
min, secando-se as amostras resultantes em Speed Vac por 15 min.

Seguiu-se a reidratacdo destes pedacgos excisados de gel com tripsina gelada
(4°C) preparada com 1ml de 25mM NH4HCO3; por 20ug/ul de tripsina. Apds
incubacado por 10 min a 4°C, adicionou-se 25mM NH4HCOg3 suficiente para cobrir
todos os pedagos de gel. Seguiu-se incubagédo a 37°C por 16-24h para a digestao
adequada das proteinas da amostra pela tripsina.

O sobrenadante obtido foi transferido a outro tubo, onde se acondicionara a fragéao
de peptideos digeridos extraidos do gel. Ao precipitado, adiciona-se 25-50ul de ACN
50% TFA 5%, deixando em agitagdo suave por 30 min. O sobrenadante que se extrai

€ igualmente transferido ao tubo de peptideos digeridos. Um dultimo passo de
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extracao é realizado da mesma maneira, adicionando-se 25-50ul de ACN 50% TFA
5%, e agitando-se por 30 min. Imediatamente antes da utilizagdo das amostras de
peptideos digeridos por tripsina, esta deve ter seu volume reduzido em Speed Vac
para até 5-10ul.

3.7 Espectrometria de massa

As amostras preparadas conforme 3.2 a 3.4 e digeridas com tripsina como
descrito no item 3.6 foram injetadas em um nano HPLC Acquity (Waters) com coluna
de C18 cuja saida se encontrava ligada ao espectrometro de massa Ultima (Waters),
estando este aparato disponivel no laboratério de espectrometria de massa do
LNLS.

3.8 Identificacao de proteinas pelos peptideos detectados

Apds cada ensaio os resultados eram processados e 0s espectros processados
utilizados em uma busca contra o banco de proteinas de S. mansoni deduzidas a
partir do genoma utilizando o programa Mascot. Utilizou-se como parametros de
busca a tripsina como enzima de digestdo, permitindo-se que uma das clivagens
previstas ndo ocorresse. A oxidagao da metionina e carbamidometilagcdo foram
previstas, e as cargas dos peptideos foram tomadas como +2 e +3, utilizando-se
como instrumento ESI/QUAD/ToF. A fim de obter dados mais confidveis exigiu-se um
e-value menor que 0.01 para considerar a identificacdo de um peptideo por um
espectro como valida.

De todas as amostras submetidas a SDS-PAGE foram excisadas as bandas
correspondentes aos pesos moleculares de 0-12 kDa e de 12-20 kDa, pois tinha-se
o interesse em detectar proteinas derivadas de micro-exons, recentemente descritas

por N0sSso grupo (22).
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3.9 Analise estatistica

Utilizou-se a metodologia proposta por Zybailov (32), que utiliza a contagem de
espectros identificando uma determinada proteina como medida de abundancia.
Para cada amostra avaliada pelo Mascot, foi obtida uma lista de proteinas
identificadas como presentes, a partir dos peptideos detectados. Separadas em trés
grupos, como presentes em cada uma das amostras (machos e fémeas, tratadas e
controle, etc.), as que apareciam em ambas as amostras foram avaliadas em seu
nivel de expressdo, utilizando-se a metodologia das contagens espectrais
normalizadas descrita no item 1.2.6. A fim de eliminar detec¢des pouco confiaveis,
s6 foram levadas em conta proteinas que possuissem identificacdo por 3 ou mais

peptideos em uma das amostras de cada par verificado.
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CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Andlises de amostras sinciciais de machos e fémeas através de

eletroforese em duas dimensoes

Inicialmente foram utilizadas amostras obtidas a partir de vermes adultos de S.
mansoni machos e fémeas, separados apds sua perfusdo, dos quais foram extraidos
o sincicio do tegumento. As amostras de sincicio foram inicialmente estocadas a -
80°C, descongeladas no momento da utilizagdo e a elas foi adicionado um coquetel
inibidor de protease. Nesta tentativa inicial, os tempos de corrida nas duas
dimensdes foram excessivos, sugerindo alto conteudo salino.

Foi realizada uma precipitagdo de proteinas com acido tricloroacético, TCA, a
10%. ApOs a precipitagao e lavagem do precipitado a amostra foi ressuspendida em
solucdo de reidratacédo da fita de pH imobilizado e utilizada diretamente para o
ensaio de eletroforese bidimensional. Os géis foram corados utilizando PlusOne
Silver Staining Kit, Protein (GE Healthcare). A precipitagdo com TCA permitiu uma
recuperagao consideravel de proteinas e permitiram a retirada da alta concentracao
salina nas amostras. No entanto, apds coloragdo do gel com prata percebeu-se que
as amostras apresentavam distor¢gdes nos spots ou rastros que impossibilitavam

uma analise adequada da amostra (figura 8).
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Figura 8 - Perfil em 2D-PAGE das amostras de sincicio do tegumento de macho e fémea
de S. mansoni, precipitadas em TCA 10%. A esquerda sdo apresentados os
pesos moleculares estimados a partir de um marcador. A flecha acima indica o
sentido da distribuicdo das proteinas de acordo com o seu ponto isoelétrico.

Foram realizadas novas tentativas de eletroforese em gel 2D com a mesma
amostra, mas trocando alguns dos reagentes, pois tinha-se a hipotese de que
impurezas presentes em algum reagente poderiam resultar nas interferéncias
detectadas. Além disso, foi utilizado um detergente adicional (3-[N,N--Dimethyl-N-(3-
palmitamidopropyl)ammonio]propane-1-sulfonate) a solugdo de reidratacdo na
tentativa de melhorar a solubilizacdo da amostra e diminuir possiveis distorcoes
devido a este fato. No entanto, todas estas tentativas resultaram em géis com um
perfil muito semelhante aqueles apresentados na figura 8.

Devido a limitada quantidade de material obtido a partir dos sincicios decidiu-se
realizar experimentos para estabelecimento da metodologia adequada de

eletroforese bidimensional utilizando extrato protéicos de vermes adultos inteiros.

4.2 Andlise de extratos protéicos de vermes adultos machos e fémeas

inteiros através de eletroforese em duas dimensodes

Foi decidido, portanto, proceder-se a novos testes utilizando uma amostra com os

vermes inteiros, que permitiriam a realizacdo de ensaios com maior quantidade de
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material e possivelmente ndo apresentariam os mesmos problemas detectados com
a amostra de sincicio. Foi inicialmente realizada uma eletroforese em gel 1D para
avaliar a quantidade de amostra obtida. Com apenas 15 ul de uma amostra de ~50

mg foi possivel obter um gel indicando uma grande quantidade de proteina (figura
9).
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Figura9 - Perfil das amostras de verme inteiro de macho e fémea de S. mansoni,
visualizadas por SDS-PAGE e coradas com Coomassie Blue. A esquerda sao
apresentados os pesos moleculares estimados a partir de um marcador.

Deve-se notar, no entanto, que provavelmente devido a alta concentracao de ureia
no tampao ocorreram distor¢cdes nesta eletroforese que impossibilitam uma melhor
comparacdo entra as bandas presentes nos extratos de vermes inteiros. Decidiu-se
entdo prosseguir com a separagao por 2D-PAGE em fita de pH imobilizado 3-10 NL
e 7cm e gel de poliacrilamida 12,5% (Figura 10). Nota-se que os géis resultantes
ainda apresentam pontos pouco definidos e que em alguns casos parece haver

riscos verticais no gel, resultantes de interferéncias na coloragao.
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Figura 10 - Perfil em 2D-PAGE das amostras de verme inteiro de macho e fémea de S.
mansoni, homogenizadas em solu¢do de ureia 7M e tiureia 2M, visualizadas
sob coloragdo com prata. A esquerda sdo apresentados os pesos
moleculares estimados a partir de um marcador. A flecha acima indica o
sentido da distribuicdo das proteinas de acordo com o seu ponto isoelétrico.

Considerados os resultados obtidos com amostras do sincicio, foram realizadas
tentativas de precipitagdo das proteinas com TCA das amostras de verme inteiro. As
amostras foram homogeneizadas em solugdo de ureia 7M e tiureia 2M, e em
seguida precipitadas com TCA 10%. A separacgéo por 2D-PAGE foi realizada em fita
de pH imobilizado 3-10 NL e 7cm e gel de poliacrilamida 12,5%, ao que se seguiu 0
procoloco D de coloragdo com prata utilizando PlusOne Silver Staining Kit, Protein

(GE Healthcare). Um resultado € mostrado na figura 11 a seguir:
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Figura 11 - Perfil em 2D-PAGE das amostras de verme inteiro de macho e fémea de S.

mansoni, homogenizadas em solucdo de ureia 7M e tiureia 2M e
precipitadas com TCA 10%. A esquerda sdo apresentados 0s pesos
moleculares estimados a partir de um marcador. A flecha acima indica o
sentido da distribuigdo das proteinas de acordo com o seu ponto isoelétrico.

A dificuldade em se obter reprodutibilidade dos resultados empregando-se a
técnica de precipitaggo com TCA motivaram a retomada da preparacdo das
amostras utilizando solugcdo de ureia 7M e tiureia 2M. Utilizando-se a preparagcao
descrita anteriormente, decidiu-se empregar primeiramente a técnica de coloragao
com Coomassie Blue devido ao alto conteudo protéico das amostras que se obtinha
a partir de vermes adultos; o emprego de tal técnica de coloragdo era limitada
quando se utilizava extratos de sincicio devido a baixa concentracio de proteinas no
mesmo. O processo resultou em dois géis com um padrao adequado de migragao e
sem interferéncias aparentes (figura 12). E possivel notar que existe um numero
limitado de pontos devido a baixa sensibilidade deste método de deteccado. Este
experimento sugeria que o um dos problemas que poderiamos esta tendo em
nossas amostras era resultante do processo de coloragdo do gel e ndo no processo
de eletroforese.

Foi decidido utilizar o mesmo gel para um processo de descoloragdo e re-
coloragao com nitrato de prata. Para esta recoloragéao foi alterado o protocolo original
que vinha sendo utilizado, que incluia um passo de sensibilizagdo com gluteraldeido.
O protocolo incluindo a sensibilizagdo com gluteraldeido foi escolhido inicialmente,

por permitir uma coloragdo mais uniforme aos pontos, sendo, portanto, mais
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adequado aos passos de quantificacdo, apesar de nao ser adequado para retirada
da proteina para espectrometria de massa. Como estavam-se obtendo interferéncias
no gel, levantou-se a hipétese de que este passo de sensibilizacdo poderia estar
prejudicando o processo, por levar a coloragéo do gel a outras substancias que nao
proteinas.

De fato, foi observado que a exclusédo de glutaraldeido do protocolo de coloragao
resulta em imagens com menor coloragao de fundo e sem os riscos artefactuais que
eram detectados em géis anteriores, sendo mais adequadas a analise digital (figura
13). Deve-se notar que neste gel, utilizando este novo protocolo de coloragéo,
podem-se observar diversos pontos bem definidos. No entanto devido a alta
quantidade de proteinas o gel apresenta algumas regides saturadas, onde a
definicdo de pontos nao é perfeita.

20 kDa —

14 kDa ——

Macho Fémea

Figura 12 - Perfil em 2D-PAGE das amostras de verme inteiro de macho e fémea de S.
mansoni, homogeneizadas em solugdo de ureia 7M e tiureia 2M,
visualizadas por coloragdo com Coomassie Blue A esquerda sao
apresentados os pesos moleculares estimados a partir de um marcador. A
flecha acima indica o sentido da distribuicdo das proteinas de acordo com o
seu ponto isoelétrico.
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Figura 13 - Perfil em 2D-PAGE das amostras de verme inteiro de macho e fémea de S.

mansoni, homogeneizadas em solugdo de ureia 7M e tiureia 2M,
visualizadas por coloragdo com nitrato de prata A esquerda sdo
apresentados os pesos moleculares estimados a partir de um marcador. A
flecha acima indica o sentido da distribuigdo das proteinas de acordo com o
seu ponto isoelétrico.

Uma vez obtidos os perfis protéicos em amostras de vermes inteiros machos e
fémeas de S. mansoni em formato pequeno, ou seja, em géis de 7cm de largura, foi
necessaria a transposicao dos perfis e protocolos a um formato grande, tendo os
géis agora 24cm de largura. Os formatos grandes sdo necessarios para aumentar a
resolugcdo dos spots, sendo adequados a digitalizagao e analise de imagens.

O primeiro empecilho verificado com respeito aos géis em formato grande diz
respeito ao seu manuseio: durante o processo de coloragio, no qual a agitagdo com
as solugdes e troca das mesmas se faz necessaria, os géis se quebram facilmente.
Além disso, o transporte ao scanner e retorno aos frascos de estocagem, no
processo de digitalizagao, colaboram para a deterioragao dos géis. Com a finalidade
de eliminar a deterioragdo mecanica ocasionada pelo manuseio, foi inicialmente
adotada uma bandeja de vidro confeccionada especificamente para este fim, mas
esta ndo mostrou praticidade no manuseio, além de ainda gerar rasgos nos geis.
Foram adotadas em seguida folhas de PVC transparentes para suporte dos géis,

que sdo maleaveis e nao interferem nas solucdes de coloragao.
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Figura 14 - Sistemas para coloragdo dos géis; bandeja de vidro a esquerda e folha de
PVC a direita.

Alguns géis foram produzidos com este sistema, mas as quebras persistiram por
conta da agressividade da coloragdo com nitrato de prata, necessaria para a
obtencdo de maior sensibilidade na deteccido de proteinas. Assim, alternativas
precisaram ser buscadas. Além das bandejas de PVC para redugao de quebra, foi
introduzido um reagente adicional para conferir maior rigidez aos géis, Rhinohide™
Polyacrylamide Gel Strengthener, (Invitrogen). Este reagente efetivamente trouxe
maior facilidade de manuseio dos géis em formato grande, mas introduziu outra
dificuldade, que foi a de encontrar uma preparacdo que resultasse em perfeita
polimerizagao dos géis, o que sera abordado posteriormente.

Antes da introdugcdo do reagente Rhinohide nos protocolos, alguns géis com
excelente separagao dos spots protéicos foram obtidos, como ilustra a figura a

seqguir.
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Figura 15 - Eletroforese em duas dimensdes utilizando géis em formato grande, 24 cm

de largura, obtidos sem auxilio do reagente Rhinohide. O gel corresponde a
eletroforese de um extrato protéico da carcaga de vermes adultos machos, a
esquerda, e de fémeas, a direita.

Até a obtencdo destes géis, uma série de testes foi realizada, entre eles, dos

tempos de eletroforese e protocolos de coloragdo. Foi verificado que a segunda

dimensao da eletroforese bidimensional durante o dia, sugeridas pela GE Healthcare

no manual 2D Electrophoresis (29), introduzem distor¢des caracteristicas no padrao

de migragdo, e foram evitadas. A eletroforese overnight € mais lenta e apresenta

maior reprodutibilidade, como se verifica comparando-se as figuras 15 e 16. Na

figura 15 a segunda dimensdo foi realizada durante o dia, e percebem-se

ondulagbes no padrao de migracdo, enquanto na figura 16, realizada overnight,

observa-se um padrao muito mais retilineo.
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Figura 16 - Eletroforese em duas dimensdes de extrato protéico obtido de vermes

adultos machos em géis em formato grande, com 24 cm de largura, A
eletroforese da segunda dimenséao do gel foi realizada no periodo overnight.
Gel em formato grande submetido a corrida overnight.

Uma vez obtidos géis com perfis de migragdo adequados, duas variaveis ainda
necessitam de ajustes: a quantidade de amostras carregadas no gel e a coloragao.
Foi introduzido entdo um passo de quantificacdo com um kit especifico para
amostras preparadas para géis bidimensionais, 2D Quant Kit, GE Healthcare. A partir
da quantificagdo, foi determinada, para os géis de 24cm, uma massa de 250 ug
como quantidade 6tima de amostra total a ser utilizada em cada gel. Uma curva de
quantificagao € mostrada na figura 17.

Neste método, ocorre a ligagdo das proteinas da amostra a ions de cobre, e os
ions nao ligados sédo detectados através de um agente colorimétrico. Assim, a
absorbancia cai com a concentragdo, e ndo se subtrai o branco das leituras. No
exemplo, a curva precisou ser extrapolada para a obtengdo da massa de proteinas
para amostras de machos, refletindo uma caracteristica das amostras utilizadas: as
amostras de machos se encontram muito mais concentradas em relagdo as de
fémeas, cuja estrutura fisica € muito mais fragil que a dos machos. Duas
concentragdes distintas sdo utilizadas para cada amostra, fornecendo uma melhor

estimativa da concentracdo real das amostras.
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Figura 17 -  Curva de quantificagdo de proteinas utilizando o 2D Quant Kit. Linha em azul
representa a curva padrdo gerada a partir de leituras de quantidades
conhecidas de proteina (quadrados azuis). Amostras de extratos protéicos
de macho (losangos vermelhos) e de fémeas (tridngulos amarelos) em duas
diferentes diluicbes foram utilizadas no ensaio e tiveram leituras de
absorbancia geradas para determinagdo de sua concentragcdo a partir da
curva padrao.

Uma vez estabelecido o carregamento de amostras, foi estudada a opgao de
coloragao simultanea de géis, que até entdo vinham sendo corados um a um, com
elevado consumo de tempo. Chevallet e Rabilloud (37) estabelecem as condigbes
em que isso pode ser realizado. Assim, de dois a quatro géis comegaram a ser
corados simultaneamente. Uma sugestdo de coloragdo foi dada por Hoving* e foi
testada, mas resultou em background acentuado, conforme a figura 18. O protocolo
original descrito no PlusOne Silver Staining Kit, Protein, da GE Healthcare foi
mantido, obedecidas as condi¢cbes descritas por Chevallet e Rabilloud para

coloragao simultanea de géis.

*Um protocolo de coloragdo com nitrato de prata foi fornecido por Sjouke Hoving, da Novartis
Pharma AG, por solicitagdo. Nele, alguns parametros de coloragdo podem ser ajustados em
funcao da amostra utilizada.
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Figura 18 - Eletroforese em duas dimensdes de extrato proteico obtido de vermes

adultos machos em géis em formato pequeno, com 7 cm de largura, A
coloragao do gel foi realizada utilizando o protocolo sugerido por Hoving.

E importante ressaltar que o protocolo escolhido (protocolo E do kit
supramencionado) se destaca de outros protocolos estabelecidos por apresentar um
tempo longo de fixagdo, de 120 min, que remove os carrier ampholites introduzidos
durante a primeira dimensao, além de todos os demais passos serem igualmente
longos, o que introduz maior reprodutibilidade em conjuntos de géis, corados em
ocasides diferentes.

Com estas variaveis estabelecidas, foram obtidos os primeiros géis com qualidade
compativel com analise digital de imagens, apresentados na figura 15. No entanto,
nao foi possivel a obtencao de lotes destes que resistissem as etapas de coloragao
e digitalizagdo. Desta maneira, o reagente Rhinohide foi incorporado a preparagao
dos géis em formato grande, seguindo-se o protocolo recomendado pelo fabricante.

As tentativas subsequentes de incorporagdo do reagente se somaram a
problemas com os reagentes do laboratorio, 0 que ocasionou atrasos na obtencéo
de perfis protéicos para digitalizacdo, em formato grande. S&o apresentados a
seguir, na figura 19, os aspectos de géis cuja polimerizacao é excessivamente lenta
ou excessivamente rapida. No caso de polimerizagao lenta, o assentamento lento da
solugdo no caster exige diversas deposi¢des de solugéo, o que resulta em falhas na
malha de separagado, comprometendo a migragao. No caso de polimerizagao rapida,

o efeito de pontos duplos na segunda dimensao impossibilita a analise confiavel do
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padrao de migragao.
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Figura 19 - Eletroforese em duas dimensdes de extrato protéico obtido de vermes
adultos machos em géis de formato grande submetidos a polimerizagéao
lenta e rapida, respectivamente; ambas as amostras sdo de vermes inteiros
machos.

4.3 Espectrometria de massa de proteinas de baixo peso molecular em

sincicio de vermes adultos machos e fémeas utilizando Gel-LC MS/MS

Utilizando as amostras de sincicio de vermes adultos machos e concentrada a
partir dos filtros Microcon Centrifugal Filter Units (Millipore - 3000 MWCO), seguida
de lavagem das amostras com Tris 20mM pH 7, na mesma coluna e foram
realizados SDS-PAGE ensaios de eletroforese em uma dimensdo com amostras de
sincicio de machos e fémeas em paralelo (figura 20), e depois foram cortadas
por¢cdes do gel correspondentes aos pesos moleculares de 0-12 kDa e de 12-20 kDa
de cada uma das amostras. Estas faixas de massa foram escolhidas, pois tinha-se
interesse em detectar proteinas derivadas de gene de micro-exon, que sao genes
que possuem uma estrutura que permite a variagdo de proteinas de baixo peso
molecular descritas por nosso grupo (22).

As porgdes de géis selecionadas foram submetidas a redugéo de pontes disulfeto
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com DTT, bloqueio das cisteinas livres com iodoacetamida e ftripsinizacdo das
proteinas. As amostras resultantes foram injetadas em um nano HPLC Acquity da
Waters com coluna de C18 cuja saida era diretamente ligado ao espectrébmetro de
massa Ultima da Waters, todo este aparato se encontrava no laboratério de
espectrometria de massa do LNLS.

Apb6s cada ensaio os resultados eram processados e os espectros processados
utilizados em uma busca contra o banco de proteinas de S. mansoni deduzidas a
partir do genoma utilizando o programa Mascot. Este tipo de abordagem permitiu a
identificacdo de dezenas proteinas a partir dos peptideos gerados para cada
amostra.
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Figura 20 - SDS-PAGE em gel de poliacilamida (12,5%) de extratos proteicos de sincicio
de vemres machos e fémeas adultos. Proteinas foram coradas com
Commasie-blue. O pogo a direita contém o peso molecular em kDa).

Com a finalidade de realizar uma comparagao niveis dos produtos protéicos de
baixo peso molecular em sincicio de vermes adultos macho e fémea decidiu-se
utilizar a metodologia proposta por Zybailov et al (32), que utiliza a contagem de
espectros identificando uma determinada proteina como medida de abundancia.
Este valor de contagem é corrigido em relagdo ao tamanho da proteina e pelo
numero total de espectros em cada experimento de forma a gerar um indice
normalizado de contagens espectrais (NSAF) que pode ser utilizado para

comparagodes entre amostras (Tabela 1). A fim de obter dados mais confiaveis exigiu-
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se um e-value menor que 0.01 para considerar a identificacdo de um peptideo por

um espectro como valida. Além disso, somente proteinas que possuissem

identificacdo por 3 ou mais peptideos em uma das amostras (macho ou fémea)

foram adicionadas a tabela, a fim de eliminar quantificagdes pouco confiaveis.

Tabela1 - Quantificacdo relativa de proteinas do sincicio de vermes adultos machos e
fémeas através de contagem espectral
Proteina Contagem NSAFs  Contagem NSAFs Descrigao Logo[NSAF-
espectral Macho® espectral Fémea® Macho/
macho® fémea® NASF-
Fémeal]
Proteinas detectadas em sincicio de machos e fémeas
Smp_151690 4 0.0363 1 0.0045 translation 3.01
initiation
inhibitor,
putative
Smp_006390 3 0.032 1 0.0053 cystatin B, 2.59
putative
Smp_040680 4 0.0432 2 0.0108 cytoplasmic 2.00
dynein light
chain
Smp_086530 12 0.0716 8 0.024 tegumental 1.58
protein Sm 20.8
Smp_092750 10 0.0725 7 0.0255 nucleoside 1.51
diphosphate
kinase
Smp_086480 10 0.0587 8 0.0236 Antigen Sm21.7 1.31
Smp_082030 7 0.0411 6 0.0177 family C56 non- 1.22
peptidase
homologue
Smp_040130 12 0.0805 13 0.0439 cyclophilin 0.87
Smp_147210 4 0.0282 6 0.0213 ubiquitin 0.40
(ribosomal
protein L40),
putative
Smp_008070 5 0.0509 9 0.0462 Thioredoxin, 0.14
Trx1
Smp_095520 5 0.0606 11 0.0672 dynein light -0.15
chain, putative
Smp_095360.1 12 0.0974 39 0.1596 fatty acid -0.71
binding protein
Smp_087760 1 0.0062 6 0.0188 ferritin, putative -1.60
Smp_194860 2 0.0225 16 0.0907 hypothetical -2.01
protein
Proteinas detectadas apenas em sincicio de machos
Smp_194840 3 0.0540 - - niemann pick c2 -
(NPC2)
Smp_174510 4 0.0415 - - dynein light -

chain, putative

continua
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Smp_080920.1
Smp_176200.2

Smp_124050.1

Smp_184180

3

0.0277

0.0211

0.0090

0.0089

hypothetical
protein
superoxide
dismutase [Cu-
Zn]

venom allergen-
like (VAL) 6
protein
hypothetical
protein

Proteinas detectadas apenas em sincicio de fémeas

Smp_158110.2

Smp_054160

Smp_045200

Smp_009760

Smp_079230

Smp_161920
Smp_034840.1
Smp_042400

Smp_086330.1
Smp_009780.1

Smp_126480
Smp_038950

Smp_040790
Smp_006550.1

Smp_075800.1
Smp_072330.1

Smp_000660

Smp_079770.1

Smp_005350

Smp_030000

11

8

0.0308

0.0206

0.0200

0.0151

0.0151

0.0130
0.0119
0.0118

0.0114
0.0108

0.0082

0.0081

0.0076
0.0075

0.0051

0.0046

0.0037

0.0033

0.0032

0.0031

Peroxiredoxin,
Prx2
Glutathione S-
transferase 28
kDa

22.6 kDa
tegument
antigen

14-3-3 protein,
putative
immunophilin
FK506 binding
protein FKBP12,
putative

actin, putative
14-3-3 epsilon
hypothetical
protein
calponin-related
14-3-3 protein,
putative
calponin/transge
lin, putative
L-lactate
dehydrogenase,
cyclophilin B
glutaredoxin,
grx, putative
hemoglobinase
(C13 family)
heat shock
protein,
ornithine--oxo-
acid
transaminase
protein disulfide-
isomerase ER-
60 precursor
(ERP60),
putative
calcium-binding
protein, putative
leucine
aminopeptidase
(M17 family)

continua
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Smp 059790.1 - - 3 0.0027 transketolase -

@ Somente proteinas com pelo menos 3 contagens espectrais em macho ou fémea foram incluidas
nesta tabela.

® Normalized Spectral Abundance Factor (NSAF), calculado segundo o procedimento sugerido por
Zybailov et al., 2006.

E possivel notar que 14 proteinas com peptideos identificados tanto em macho
quanto em fémea se adéquam as condi¢cdes impostas, se utilizamos uma condi¢ao
estringente de corte para consideramos uma variagdo como auténtica (Logz[NSAF-
Macho/NASF-Fémea]>1.5 ou Logo[NSAF-Macho/NASF-Fémea]<-1.5) teriamos 5
proteinas detectadas como mais abundantes no sincicio de machos e duas no de
fémeas. E interessante notar que, além disso, temos 6 proteinas em macho e 21
proteinas em fémeas que nao foram identificadas no outro sexo e foram
identificadas por 3 ou mais espectros.

E interessante notar a fémea possui diversas enzimas envolvidas em reacdes de
oxi-redugdo como a Glutathione S-transferase, glutaredoxin e Peroxiredoxin
aumentada em relagdo ao verme macho, GST ja havia sido descrita como mais
abundante em fémeas (38) e € possivel que estas enzimas possuam importancia no
mecanismo de detoxificagdo do parasita. O transcrito da Ferritina também ja havia
sido descrita como mais abundante em fémeas (39) e devido a sua fungédo de
ligacdo de ferro pode estar envolvido no processo de recuperacao do ferro a partir
da degradacdo do grupo heme de eritrocitos. Como as fémeas possuem um
metabolismo mais acelerado que os machos devido a postura de ovos é esperado

de seu consumo de células sanguineas seja maior.
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CAPITULO 5 CONCLUSOES

Pelos experimentos realizados foi observado que a utilizagdo de géis
bidimensionais em estudos proteOmicos se mostra uma ferramenta poderosa, em
particular pela possibilidade de detecc¢do direta visual ou automatizada da regulagao
de expresséao entre duas amostras comparadas. No entanto, esta técnica mostrou-se
trabalhosa, com muitos parametros a serem otimizados de maneira ad hoc em
funcdo das amostras utilizadas. A dificuldade de automagao dos procedimentos é
provavelmente o maior empecilho a adog¢ao desta abordagem.

Um protocolo geral foi estabelecido e explorado para amostras de sincicio e
vermes inteiros S. mansoni, envolvendo preparacao de amostras, quantificacao de
proteinas e coloragéo.

A abordagem Gel-LC mostrou-se mais direta e bem estabelecida, fornecendo
resultados relevantes em um periodo consideravelmente menor. A analise estatistica
baseada nas contagens espectrais detectar 14 proteinas sinciciais presentes em
ambos o0s sexos, das quais 5 sdo superexpressas em machos € 2 em fémeas.
Ainda, 6 proteinas sinciciais foram detectadas como presentes somente em machos
e 21 somente em fémeas. Nota-se nestes resultados a presenga de enzimas
envolvidas em reagdes de oxi-redugdo como a Glutathione S-transferase,
glutaredoxin e Peroxiredoxin superexpressas em fémeas em relagdo aos machos. A
Ferritina também havia sido descrita como mais abundante em fémeas, o que pode

estar relacionado a degradac&o do grupo heme de eritrocitos.
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ANEXO 1: Protocolo para 2D-PAGE
1 Caracteristicas do gel e parametros associados

Para a separagao de proteinas por 2D-PAGE, é necessario escolher, para a
primeira dimenséo, a fita de pH imobilizado na qual sera aplicada a amostra, e para

a segunda dimenséao, a concentracido do gel e a sua espessura.

A escolha da fita é realizada em fungédo do objetivo da 2D-PAGE; fitas menores,
de até 13 cm sao de rapida corrida e servem para screening de preparagao das
amostras, enquanto as fitas maiores, de 18 e 24 cm, proporcionam maxima
resolucdo na separacdo e comportam maior quantidade de amostra. A escolha do
pH deve ser realizada em funcdo da area de interesse. Para observacido da

distribui¢ao total das proteinas, recomenda-se utilizar pH 3-11 NL.

A escolha da fita implica tempos de corrida da focalizacao isoelétrica e da SDS-
PAGE, descritas na tabela 1.

Fita cm pH
IEF: h SDS-PAGE: h

Tabela1 - Comprimento das Fitas e Tempo de Eletroforese

Parametros 7cm 11 cm 13 cm 18 cm 24 cm

Tempo de 2h 4h 4h 6h 10h
Corrida na IEF

Tempo de 1,5h 2,5h 3h 5,5h 5,5h

Corrida na

SDS-PAGE

continua
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continuacao

Quantidade 10ug 25ug 30ug 55ug 90ug
Aprox. de

Amostra

De acordo com a fita escolhida e o tipo de gel desejado, analitico ou preparativo,
deve-se verificar a quantidade de amostra necessaria a aplicagcdo no gel (ver tabela
2).

Gel () analitico () preparativo

Quantidade de amostra desejavel g

Tabela 2 - Quantidade de amostra necessarias para cada fita (3-10 NL)

Parametros Quantidade de Amostra
Comprimento da pH* Coloragao com Coloragao com
Fita Prata Coomasie Blue
7cm 3-10NL 36 ug 30-60 ug
11 cm 3-10 NL 7-15 ug 50-120 ug
13 cm 3-10 NL 10-20 ug 50-240 ug
18 cm 3-10 NL 20-40 ug 100-500 ug
24 cm 3-10 NL 30-60 ug 200-600 ug

As fitas do tipo Immobiline™ DryStrip Gels (GE Healthcare) precisam ser
reidratadas antes de sua utilizacdo. A aplicacdo da amostra na reidratacdo da fita
consiste no método mais simples de insercdo da amostra no gel. Os valores da
tabela 3 indicam os volumes minimos de solugao de reidratacdo a serem usadas por
fita, podendo ser extrapolados. No entanto, recomenda-se utilizacdo do valor

minimo, para evitar perdas de amostra no ato da reidratacao.
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Tabela 3 - Volume de solugao de reidratacado para cada fita

Comprimento da fita (cm) Volume Total de Solugao por Fita (ul)
7 125
11 200
13 250
18 340
24 450

Obs: Foram adquiridas fitas de pH imobilizado com caracteristica 3-10 NL

(distribuicdo nao-linear) nos comprimentos de 7, 13 e 24 cm.

A reidratagao da fita pode ser passiva ou ativa, sendo a passiva sem a presenga
de um campo elétrico e a ativa com aplicagao de uma tensao baixa, de 20 a 120 V. A
reidratagdo ativa facilita a penetragdo da proteinas de maior peso molecular na fita.
No entanto, o aparato disponivel para focalizagéo isoelétrica nao suporta reidratagao

ativa.

Recomenda-se ndo exceder de 1/8 a diluicdo da solugao de reidratagcdo com a
aplicagao da amostra. (Exemplo: 62ul de amostra + 0,5ml de solugao de reidratagéo)
Caso sejam utilizadas fitas de pH predominantemente basico recomenda-se ainda a

utilizagdo do Reagente DeStreakTM (GE Healthcare).

A escolha da concentragédo do gel de poliacrilamida é feita em fungédo da faixa de

separacdo desejada. E comum a utilizagéo de géis com 12,5% de acrilamida.

Tabela 4 - Concentragéo do gel por faixa de separagéo

Tipo de Gel Percentagem de Faixa de Separacéao
Acrilamida no (Mr x 103)
SDS-PAGE
5 36 a 200

continua
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continuacao

7.5 24 a 200
10 14 a 200
12.5 14 a 100
15 14 a 60
Gradiente
5a15 14 a 200
5a20 10 a 200
10a 20 10 a 150

Obs: Para géis 2D verticais ndo é necessario gel de empilhamento.
2 Preparo das amostras

O passo de preparo das amostras para 2D-PAGE é dos mais criticos para a
obtencdo de bons resultados, mas se mostra amostra-especifico. Recomenda-se
uma revisdo da literatura a cada nova amostra utilizada para ajustes no preparo das
amostras.

Um dos passos de preparacgao utilizados foi a precipitagdo de proteinas com TCA,
descrita no ANEXO 2.
3 Focalizagao isoelétrica

3.1 Reidratagao da fita de pH imobilizado

A fita escolhida define o volume necessario da Solugao D, para reidratagcéo da fita
de pH imobilizado (ver tabela 3). A solugéo D é descrita no ANEXO 2.

Volume total de solugao de reidratagao necessario
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3.1.1 Preparacgao do aparato para reidratagao

1 - Lavar a bandeja de reidratagdo (Reswelling Tray) com detergente de pH neutro e
certificar-se da remocéo de residuos de proteinas ou Cover Fluid e enxaguar com
agua destilada e deixar secar; o aparato deve estar completamente seco antes do
uso. Nao se deve utilizar a Manifold (bandeja de ceramica) para reidratagao.

Obs: ImmobilineTM DryStrip Cover Fluid € um 6leo mineral, utilizado para evitar
evaporacgao da amostra durante a reidratagdo e ainda como isolante elétrico durante

a focalizagao isoelétrica

2 - Nivelar a bandeja de reidratagao no local de utilizagdo, com o auxilio da bolha de

agua do equipamento. A bolha deve estar centralizada.

3 - Adicionar 7 mg de DTT por aliquota de 2,5 ml de solugédo de rehidratacdo antes
do uso.

ul amostra + mg DTT

4 - Pipetar o volume de ml da solugdo uniformemente na bandeja de

reidratacao.

5 - Remover a protegao plastica do gel a partir da ponta anddica (+) e submergi-la

na solugdo também a partir da ponta anddica (+), com a face do gel para baixo.
Manusear a fita de modo que toda a sua extenséo seja bem hidratada.

6 - Aplicar 11,5 ml de Cover Fluid sobre toda a fita e deixar a fita rehidratando
overnight, de 10 a 20 h. Quando reidratadas corretamente, as fitas adquirem uma
espessura de 0,5 mm.

3.2 Isoeletroficalizagao utilizando o manifold

1 - Posicionar o Manifold no IPGphor 3 conforme marcacao indicada no aparato. A
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ponta dentada deve estar sobre o anodo (+) e a ponta reta sobre o catodo (-).

2 - Acomodar a fita na posi¢ao indicada na base do aparato IPGphor 3, sobre o

Manifold, conforme o comprimento da fita utilizada, com a face do gel para cima.

3 - Todas as canaletas do Manifold devem ser cobertas com Cover Fluid. Caso n&o
sejam utilizadas todas as canaletas na focalizagao, é possivel aplicar Cover Fluid ja
usado nas canaletas vazias; nas canaletas sendo utilizadas para focalizagao, o 6leo

deve ser novo para evitar interferéncia com as amostras.

4 - Aplicar pequenos recortes de papel de filtro umido nas duas extremidades da fita
(pontas anddica e catddica). O papel de filtro absorve excesso de agua presente nas

fitas e fecha contato entre os eletrodos e a amostra.

5 - Aplicar a tensao de V ao sistema, no modo por
(tempo) até acumulagao de kVh. (ver tabelas 6.1 a 6.3) Na
focalizagéo, o azul de bromofenol migra em direcdo ao anodo, e sai da fita antes do

final da focalizacao.

3.3 Tensoes aplicadas na focalizagao isoelétrica

A interface do aparelho Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare) com um PC através do
Ettan IPGphor 3 Control Software (GE Healthcare) permite a sele¢cdo aumomatica da
rotina de tensdes de cada fita, por seu comprimento. Caso ndao haja um PC para
interfaceamento, é possivel programar manualmente no aparelho a rotina. Algumas

delas s&o apresentadas nas tabelas a seguir, para as fitas adquiridas.



77

Tabela 5 - Parametros da Isoeletrofocalizacao

Fita Tensdao Maxima Equipamento

18 ou 24 cm 10 000 V Manifold

18 ou 24 cm 8 000V Strip Holder

7,11 ou13cm 8 000V Manifold/Strip Holder

Obs: S6 se encontra disponivel para utilizacdo em isoeletrofocalizacdo o aparato
Manifold

Apds ajustadas as tensdes, deve-se verificar a corrente resultante de aplicagcéao de
tensdo. Esta ndo deve ultrapassar o limite de 50 uA por fita na corrida, sob o risco de
gueima-las. Caso a corrente apresente valores muito baixos, deve-se verificar o
contato entre os eletrodos e a amostra, com o uso de papel de filtro. Ndo se deve

exceder as tensdes aplicadas dos valores indicados, por motivo de seguranga.

Tabela 6.1 - Parametros da Isoeletrofocalizacéo, fita de 7cm

pH Modo de Tensao Tempo kVh
Tenséo
3-11 NL 1 Step and 300V 30 mins 0.2
Hold

Obs: Para amostras cruas, o passo 1 pode se estender por 4 h para remocéao do sal
a baixa voltagem.

Tabela 6.2 - Parametros da isoeletrofocalizacao, fita de 13cm

pH Modo de Tensao Tempo kVh
Tensao
3-11 NL 2 Gradiente 1000V 1h 0.8
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Tabela 6.3 - Parametros da Isoeletrofocalizagao, fita de 24cm

pH Modo de Tensao Tempo kVh
Tenséo
3-11 NL Step and Hold 500 V 1h 0.5

Apos a focalizagao deve-se proceder imediatamente a segunda dimensao. Caso a
fita focalizada nao seja usada imediatamente, € possivel estocar a fita a 60°C ou
temperaturas mais baixas (por tempo indeterminado). A estocagem deve ser feita e
tubos plasticos do tipo falcon ou similar. O equilibrio da fita s6 deve ser realizado

antes da SDS-PAGE, nao antes do congelamento da fita focalizada.

4 SDS-PAGE

4.1 Preparo do gel

1 - Deve-se selecionar a concentragao e tipo de gel (uniforme ou gradiente) a ser
utilizado (ver tabela 4). Géis com 7 cm de largura precisam de ~30 ml de solugéo

cada, enquanto aos com 24 cm sao necessarios ~100ml.

2 - Preparar a solugédo do gel sem TEMED e persulfato de aménio, e deaerar com

um agitador magnético.

3 - Montar o caster utilizando os cassetes para casting e separadores. Cada
elemento do caster deve ser previamente limpo com alcool 70%. Caso forem feitos
poucos géis, deve-se preencher o espago com os cassetes brancos disponiveis. Os
separadores auxiliam no desmonte do caster, em particular nos formatos maiores,

para fitas de 24 cm de largura.

4 - Adicionar TEMED e persulfato de amdnio a solugao do gel, para iniciar a
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polimerizagao, misturando bem a solugao.

5 - Preencher o cassete até 5 a 10 mm abaixo do topo, sem gel de empilhamento. O
espaco a mais deve ser suficiente para acomodar a fita focalizada. Todos os

cassetes devem ser preenchidos em até 10 minutos apos o inicio da polimerizacéao.

6 - Cobrir cada gel com uma camada de 0,3 ml de nbutanol saturado com agua no
sistema pequeno de casting (7 cm) 1,5 ml no sistema grande (24 cm), para resultar
em géis com perfil horizontal, além de criar uma camada mais resistente e reduzir a

exposicao do gel ao oxigénio.

7 - Deixar os géis polimerizarem por duas horas. Apos isso, deve-se lavar os
cassetes com agua destilada, para remover o butanol e residuos de gel nao

polimerizado.

8 - Os géis que ndo forem utilizados imediatamente devem ser lavados com a
Solugcdo de Estocagem e guardados em embalagens plasticas, embebidos na
Solucdo de Estocagem, sob refrigeracdo a 4°C, devendo ser utilizados em até duas

semanas. O gel deve estar pronto para receber a fita equilibrada.

4.2 Equilibrio da fita de pH imobilizado

O passo de equilibrio serve para saturar a fita com SDS, procedimento necessario
a corrida na segunda dimensao, logo apés a focalizagao ou descongelamento da
fita.

1 - Verificar a quantidade de Solugao de Equilibrio SDS necessaria, conforme o

comprimento da fita utilizada. (ver tabela 7)

2 - Acomodar cada fita IPG em tubos individuais, com o filme suporte voltado para a
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parede do tubo.

Preparar ml da Solucdo de Equilibrio de SDS e separar em dois volumes
iguais, adicionando DTT em um deles (100 mg por 10 ml) e IAA no outro (250 mg por
10 ml):

Frasco 1: ml de Solugéo de Equilibrio de SDS + mg DTT
Frasco 2: ml de Solugéo de Equilibrio de SDS + mg IAA

3 - Adicionar o volume adequado do frasco 1 a cada fita. Tampar o frasco e selar

com parafilm, deixando os tubos deitados por 15 mins em um agitador.

4 - Descartar o conteudo e adicionar o volume adequado do frasco 2 a cada fita,

repetindo o procedimento anterior por mais 15 mins.

Tabela 7 - Tubos sugeridos e volume necessario ao equilibrio da solugao

Fita Tubo Quantidade de Solugéao
7 cm conico de 15 ml, 25a5ml
descartavel

11 cm tubo de cultura 25 x 200 5a10 ml

ml
13 cm tubo de cultura 25 x 200 5a10 ml

mi
18 cm tubo de cultura 25 x 200 10a 15 ml

ml ou

placa de Petri

24 cm placa de Petri 10a15ml
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4.3 Separacgao de proteinas por SDS-PAGE

1 - Selecionar as condi¢gbes de corrida (ver tabelas 8.1 a 8.3). A corrida é realizada
em dois passos: no primeiro ocorre a migragao inicial e o empilhamento, com
corrente com a metade do valor recomendado para o segundo passo, no qual ocorre

a separacao.

Condigbes de corrida:
Passo 1: mA por (tempo)

Passo 2: mA por (tempo)
Para selecionar as condicbes de separacdo ideais, deve-se verificar a
recomendacdo do fabricante. As tabelas de referéncia para géis com 7 e 24 cm de

largura s@o as seguintes:

Tabela 8.1 - Condicoes de eletroforese para SDS-PAGE, 7cm

Espessura do Gel Passo Corrente (mA/gel) Tempo de Corrida
(h:min)
1 mm 1 10 0:15
2 20 1:30
1,5 mm 1 15 0:15
2 30 1:30

Tabela 8.2 - Condigoes de eletroforese para SDS-PAGE, 24cm (durante o dia)

Espessura Passo Corrente  Tenséo (V) Wi/gel Tempo de
do (mA/gel) Corrida
Gel (h:min)
1 mm 1 10 80 1 1:00
2 40 500 13 4:30-6:00

continua
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continuacao

1,5 mm 1 15 80 1 1:00
2 60 500 13 4:30-6:00

Obs: Regular a temperatura para 25°C, constante.

Tabela 8.3 - Condicoes de eletroforese para SDS-PAGE, 24cm (Overnight)

Espessura Passo Corrente  Tenséo (V)  Wi/gel Tempo de
do (mA/gel) Corrida
Gel (h:min)
1 mm 1 10 80 1 1:00
2 12 150 2 15:00-17:00
"~ 15mm 1 15 80 1 1:00
2 18 150 2 15:00-17:00

Obs: Regular a temperatura para 30°C, constante.

2 - Montar a cuba para SDS-PAGE conforme o sistema utilizado e adicionar o
Tampao de Eletroforese SDS Laemmli. Para o sistema menor, de géis de 7 cm, séo
necessarios 0.6-11 de tampao. O sistema Ettan DALTsix, para géis de 24 cm, exige
concetragdes diferentes para as cdmaras anodica e catddica: o anodo (parte inferior
do sistema) necessita de 4,3 | de tamp&o (1x), enquanto para o catodo sao

necessarios 1,2 | de tampéao (3x).

3 - Acomodar as fitas IPG equilibradas em cada cassete dos géis ja prontos e
polimerizados. As fitas devem ficar apoiadas no vidro dos cassetes, sobre o suporte
plastico. A esquerda da ponta 4acida (+) da fita, deve ser acomodado o marcador de
peso molecular (~20ul), previamente aplicado a um recorte pequeno de papel de
filtro. Uma vez que a fita e 0 marcador estejam posicionados, devem ser selados na
posicao desejada com solugdo de agarose, previamente aquecida de maneira a

derreter a agarose e a temperatura de ~60°C, para n&o danificar as fitas IPG.

4 - O sistema Ettan DALTsix exige circulagdo do tampao, mediante uma bomba

interna que deve ser ligada antes do inicio da corrida, e um sistema de troca de
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calor, a ser ajustado em 25°C para corridas durante o dia, e em 30°C para corrida
durante a noite (overnight). Caso nao haja disponibilidade de um sistema trocador de

calor, é possivel proceder a corrida em camara fria.

4.4 Coloragao do gel

Os géis prontos devem ser corados com Coomassie Blue (preparativos) ou prata.
Os géis corados com Coomassie sdo deixados em solugédo corante por ~15min e
descorados em acido acético 8%. A coloragado com nitrato de prata é realizada com

PlusOne Silver Staining Kit, protein (GE Healthcare).
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ANEXO 2: Solucdes para 2D-PAGE

1 Solugéo de Reidratagdo com Ureia e Tiureia

Reagente Concentracéao Final Quantidade para 25 ml
Ureia (FW 60,06) 7™M 10,59
Tiureia (FW 76,12) 2M 3,89
CHAPS* 2% (wiv) 059
IPG Buffer 0,5% (v/v) 125 ul
Azul de bromofenol 1% 0,002% 50 ul
Agua Destilada - gsp 25 ml (minimo de
13,5 ml)

Sao utilizadas aliquotas de 2,5 ml, estocadas a 20°C.

Adicionar 7 mg de DTT por aliquota de 2,5 ml de solugéo de rehidratagdo antes do
uso.

* Usar Triton X-100 ou NP-40 a 2%

2 Solucao SDS de Equilibrio da Fita IPG

Reagente Concentracéao Final Quantidade para 200 ml
Uréia (FW 60.06) 6 M 72,19
Tris-HCI, pH 8,8 (H) 75 mM 10 ml
Glicerol (87% wiw) 29,3% (v/v) 69 ml (84,2 g)
SDS (FW 288,38) 2% (wiv) 49
Solugéo de Azul de 0,002% (w/v) 400 ul

Bromofenol 1% (1)
Agua Destilada - qsp 200 ml

A solugéo deve ser armazenada em aliquotas de 20 ou 50 ml a 20°C.
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3 Solucao de Acrilamida 30%

Reagente Concentragéao Final Quantidade para 1 |
Acrilamida (FW 71,08) 30.00% 300 g
N,N'- 0.80% 8¢
metilenobisacrilamida
(FW 154,17)
Agua Destilada - gsp 11

Deve-se adicionar carvao ativado a solugao na proporg¢ao de 1g/100ml. Em seguida
a solugao deve ser filtrada em um filtro de 0,45um e estocada a 4°C protegida da

luz.

4 Solucdo Tampao de Resolucdo do Gel 4x

TrisHCI pH 8,8
Reagente Concentracéao Final Quantidade para 1 |
Tris (FW 121,1) 1,5M 181,79
Agua Destilada - 750 ml
HCl aq - para ajustar o pH a 8,8
Agua Destilada - gsp 11

A solugéo deve ser filtrada em um filtro de 0,45um e estocada a 4°C.

5 Solugéo de SDS 10%

Reagente Concentragéao Final Quantidade para 50 ml
SDS (FW 288,38) 10% (w/v) 50¢9
Agua Destilada - gsp 50 ml
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6 Solugao de Persulfato de Amdnio 10%

Reagente Concentracéao Final Quantidade para 1 ml
Persulfato de Aménio 10% (w/v) 0,19
(FW 288,20)
Agua Destilada - gsp 1 ml

A solucéo deve ser preparada imediatamente antes do uso.

7 Solugéo para Gel de Poliacrilamida

Concentragéo 5.00% 7.50% 10.00% 12.50% 15.00%
Final do Gel
Solugao de 16,7 ml 25 mil 33,3 ml 41,7 ml 50 ml
Acrilamida (3)
Solugao de 25 ml 25 ml 25 ml 25 mil 25 ml
Resolucao do
Gel (4)
SDS 10% (5) 1 ml 1ml 1ml 1ml 1ml
Agua 56,8 ml 48,5 mi 40,2 ml 31,8 ml 23,5 ml
Destilada
Persulfato de 500 ul 500 ul 500 ul 500 ul 500 ul

Amonio 10%
(6)*
TEMED* 33 ul 33 ul 33 ul 33 ul 33 ul
Volume Total 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml

* S&o adicionados somente na polimerizagao do gel
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8 Solucédo de Agarose

Reagente Concentragéao Final Quantidade para 100 ml
Tampao de eletroforese - 100ml

SDS Laemmli (1x)

Agarose 0,5% 0,59

Azul de bromofenol 1%  0,002% 200 ul

A solucdo deve ser levada a banho maria ou microondas até completo derretimento

da agarose.

9 Tampéo de Eletroforese SDS Laemmli 10x

Reagente Concentracéao Final Quantidade para 10 |
Tris (FW 121,1) 250 mM 303 g
Glicina (FW 75,07) 1,92 M 14419
SDS (FW 288,38) 1% (W/v) 100 g
Agua Destilada - gsp 101

10 Solugéo para Estocagem do Gel

Reagente Concentragéao Final Quantidade para 1 |
Solucgao de resolucao do 1x 250 mi
gel (4)
Solugao de SDS 10% 0.10% 10 ml
Agua Destilada - gsp 11

A solugao deve ser estocada a 4°C.
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ANEXO 3: Protocolo de Precipitagdao de Proteinas com TCA 10%
1 Preparagao de TCA 100%
O acido tricloroacético, TCA, é altamente higroscépico, e deve ser pesado 0 mais
rapidamente possivel. Por ser um componente muito corrosivo, por medida de
segurancga deve ser preparada uma solugdo de bicarbonato de sédio 100 mM, a ser

utilizada para neutralizagéo.

TCA 100%:
1 g TCA + 700 ul 4gua destilada e deionizada

2 Solugao com TCA a 10%

A eficiéncia do TCA para precipitacao de proteinas foi verificada como ascendente
até ~15%, e descendente apds esta concentragdo. A concentracdo de 10% é
bastante utilizada:

900 ul amostra + 100 ul TCA

3 Incubagao

Para reduzir a agressividade do TCA, a incubag¢ao da amostra com TCA deve ser

feita no gelo por 10 min.

4 Centrifugagao

Para formagéo de precipitado, o tubo deve ser centrifugado por 15 min a 13.000

rom.
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5 Lavagem

A remocgédo de TCA é realizada com a adigdo de acetona. Deve-se remover o
sobrenadante (TCA) e lavar o precipitado com 200ul de acetona gelada
(previamente colocada em freezer a 20°C). O tubo pode ser brevemente vortexado
para facilitar a lavagem com TCA.

6 Centrifugagao

Para recuperacgao do precipitado, deve-se centrifugar o tubo por 15 min a 13.000

rpm.

7 Lavagem

E realizada uma segunda lavagem para remocdo de TCA residual. Deve-se
remover o sobrenadante (TCA residual e acetona) e lavar o precipitado com 200ul de

acetona gelada (20°C).

8 Centrifugacao e Eliminagao da Acetona

Uma nova centrifugagdo acumula o precipitado. Deve-se centrifugar o tubo a
13.000 rpm por 15 min, e leva-lo a um banho seco por até 5 min a 95°C, para

evaporacao da acetona.

9 Ressuspensao das Proteinas (para 2D-PAGE)

No caso de ressuspensdo para a separagao das proteinas por 2D-PAGE, as
proteinas podem ser ressuspendidas em solugcdo de reidratacido da fita de pH
imobilizado. O procedimento utilizado foi a ressuspensédo em 125 ul de solugéo ureia
7M e tiureia 2M (descrita no ANEXO 2).



